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® Verfahren zur Stimulation von T-Zellen mit gewunschter Antigertspezifitat 
<§) Die Erfindung beschreibt Verfahren zur Stimulation von 

T-Zellen mit gewunschter Antigenspezifitat, wobei ein be- 

vorzugtes Verfahren die nachfolgenden Schritte aufweist: 

(a) Einfuhren von Immortalisierungs-Genen in antigen- 
prasentierende Zellen (APC) in solcher Weise, daB zumin- 
dest die Expression und/oder Funktion zumindest eines 
dieser Gene regulierbar ist r um konditional immortalisier- 
te antigenprasentierende Zellen zu erhalten; 

(b) Einfuhren eines fur das gewunschte Antigen kodieren- 
den Gens in die im Schritt (a) erhaftenen immortalisierten 
Zellen in solcher Weise, daS das Antigen zumindest auch 
nach dem Stop der Expression und/oder der Aufhebung 
der Funktion zumindest eines der Immortalisierungsgene 
exprimierbar ist; 

(c) Expansion der immortalisierten antigenprasentieren- 
den Zellen durch Expression der Immortalisierungsgene 
und/oderdurch funktionelle Akti vie rung der Immortalisie- 
rungsgene; 

(d) Beendigung der Proliferation der immortalisierten an- 
tigenprasentierenden Zellen durch Stop der Expression 
und/oder durch Aufhebung der Funktion zumindest eines 
der regulierbaren Immortah'sierungsgene; 

(e) fortgesetzte Expression des Antigens; 

(f) Zugabe leukozytarer Zellen, die zu mi ndest T-Zellen ent- 
naften, und Kultivierung desZellgemisches zur Stimulati- 
on der gegen das gewunschte Antigen gerichteten T-Zel- 
len; 

(g) wahlweise Aufreinigung und Isolierung der stimulier- 
ten T-Zellen. 
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Bescnreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Stimula- 
tion von T-Zellen mit gewiinschter Antigenspezifitat. 

Die verschiedenen Subpopulationen von T-Zellen spielen 5 
einerseits bei der Regulation immunologischerProzesse, an- 
dererseits als Eff ektorzellen der zellularen Zytotoxizitat eine 
bedeutende Rollc bei der Abwehr von Inf ektionskrankheiten 
und bosartigen Neubildungen sowie bei der Entstehung von 
Autoinunuiutatserkrankungen. Daber ist die Modulation der 10 
T-Zellaktivitat ein zentrales Anliegen im Rahmen der Thera- 
pie zahlreicher Krankbeiten. Unter "Stimulation" wirderfin- 
dungsgemaB nicht nur eine Verstarkung einer bereits beste- 
benden T-Zell vermittelten Immunantwort verstanden, son- 
dern auch deren Induktion, urn die Abwehr von Pathogenen 15 
oder Tumorzellen zu erzieien; weiterhin besteht bei Autoim- 
munkrankheiten und Allergien der Wunsch, die unge- 
wiinschte Immunantwort zu unterdriicken. 

Zur Induktion einer T-Zellantwort wurden in der Vergan- 
genheit verschiedene Wege beschxitten. Zum einen werden 20 
das native Antigen [2] oder antigene Peptide [3, 4] in-vivo 
und in-vitro zur Induktion einer T-Zellantwort eingesetzt, 
zum anderen wird das Gen fur das entsprechende Antigen 
durch Gentransfer in geeignete Zellen eingefuhrt und die 
derart veranderten ZeUen als antigenprasenrierende Zellen 25 
(APC) verwendet. Wegen ihrer hervorragenden immunsti- 
mulatorischen Kgenschaften finden hierbei insbesondere 
dendritische Zellen (DC) Verwendung [5]. 

Jede dieser Methoden hat unterscrriedliche \for- und 
Nachteiie. So ist der Einsatz von nativen Antigenen nicht 30 
geeignet, urn zytotoxische T-Zellen (CTL) zu induzieren. 
CTL erkennen das relevante antigene Peptid i.a. in Kombi- 
nation mit Xlasse-I-Molekiileo des Haupthistokompatibili- 
tatskomplexes (MHQ. Die in Kombination mit Klasse-I- 
MHC-Molekulen prasentierten Peptide stammen jedoch in 35 
der Regel aus der intrazytoplasmatischen Prozessierung des 
Antigens. Da exogen angebotene Antigene nicht in den 
Klasse-I-Weg der Antigenprozessierung gelangen, ist es im 
allgemeinen nicht moglich, durch Immunisierung mit nati- 
ven Antigenen CTL zu induzieren. - 40 

Peptide bieten demgegenuber den "Vbrteil, extern an 
MHC-Molekule binden zu konnen, ohne das Zytoplasma 
der APC erreichen zu miissen. Der Einsatz von Peptiden zur 
T-Zellgenerierung bzw. T-Zell-Stimulation setzt jedoch vor- 
aus, daB die antigenen Determinanten (Epitope) der einzel- 45 
nen Antigene bekannt sind Da MHC-Molekule nur in der 
Lage sind, Peptide mit konservierten Stnikturmerkmalen zu 
binden, diese Konsensussequenzen aber vom MHC-Mole- 
kul determiniert werden und fur jedes Allel anders sind, er- 
gibt sich die Notwendigkeit, fur jede Kombination aus 50 
MHC-Haplotyp und Antigen die geeigneten Peptide erneut 
zu bestirnmen. Abgesehen davon, daB dies zeit- und arbeits- 
aufweodig ist, steht die benotigte Technik nicht an jedem 
Ort zur Verfugung. Daruber hinaus ist der Einsatz von Pep- 
tiden zumindest in-vivo dadurch fragwurdig, da!3 neben der SS 
Induktion einer spezifischen T-Zellimmunitat auch die In- 
duktion einer spezifischen Toieranz moglich [6] ist. 

Der Einsatz von antigenprasentierenden DC zur Immuni- 
sierung wird dadurch limitiert, daB Isolierung, Kultur und 
Gentransfer in diese Zellen schwierig sind und daruberhin- «> 
aus die Anzahl der verfugbaren DC bei zahlreichen Krank- 
heiten stark eingeschrankt ist. 

Aktivierte B-Zellen gehbren neben DC zu den potente- 
sten APC, die wir kennen. Interessantenveise fuhrt die Im- 
mortalisation von B-Zeilen mit Epstein-Barr- Virus zu Zel- 65 
len (lymphoblastoiden Zell-Linien, LCL), wekhe den Pha- 
notyp aktivierter B-Zellen reprasentieren [7]. Diese Zellen 
sind ausgezeichnete APC, haben ein fast unbegrenztes Pro- 



liferationspoteHHI und werden daher auch als solche fur 
zahlreiche immunologische Experimente im Humansystem 
eingesetzt, bei welchen der regelmaBige Zugriff auf andere 
APC nicht notwendig und/oder aus ethischen Griinden nicht 
gerechtf ertigt ist Prinzipiell sollten LCL als APC zur Induk- 
tion jeder gewiinschten T-Zellantwort geeignet sein. Dieses 
wird jedoch dadurch exschwert, daB diese Zellen auch eine 
starke EB V-spezifische T-zellvermittelte Immunantwort in- 
duzieren, die die gewiinschte Immunantwort tiberlagert [8, 
9, 10]. Da die Durchseuchung der Bevolkerung mit EB V ex- 
trem hoch ist und die Frequenz EB V-speziftscher T-Zellen in 
latent EB V-infizierten Personen zu den hochsten bekannten 
T-Zellfrequenzen (nur noch erreicbt von derPrequenz allo- 
spezifischer T-Zellen) zahlt, eignen sich EBV-immortali- 
sierte autologe B-Zellen zwar gut zur Restimulation, sind je- 
doch fur die Primarstimulation von T-Zellen, die nicht EBV 
Antigene erkennen, ungeeignet. 

Es ist eine Auf gabe der vorliegenden Erfindung, ein neues 
Verfahren zur Stimulation von T-Zellen mit gewiinschter 
Antigenspezifitat bereitzusteilen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein Verfah- 
ren (1) gelost, das zumindest die nachfolgenden Schritte 
umfaBt: 



(a) Einfuhren von Immortalisierungs-Genen in anti- 
genprasentierende Zellen (APC) in solcher Weise, daB 
zumindest die Expression und/oder Funktion zumin- 
dest eines dieser Gene regulierbar ist, urn konditional 
immortalisierte antigenprasentierende Zellen zu erhal- 
ten; 

(b) Emfuhren eines fur das gewiinschte Antigen kodie- 
renden Gens in die im Schritt (a) erhaltenen immortali- 
sierten Zellen in solcher Weise, daB das Antigen zu- 
mindest auch nach dem Stop der Expression und/oder 
der Aufhebung der Funktion zumindest eines der Im- 
mortalisierungsgene exprirnierbar ist; 

(c) Expansion der immortalisierten antigenprasentie- 
renden Zellen durch Expression der Immoxtalisie- 
rungsgene und/oder durch funktionelle Aktivierung der 
Immortalisierungsgene; 

(d) Beendigung der Proliferation der immetftalisierten 
antigenprasentierenden Zellen durch Stop der Expres- 
sion und/oder durch Aufhebung der Funktion zumin- 
dest eines der regulierbaren Immortalisierungsgene; 

(e) fortgesetzte Expression des Antigens; 

(f) Zugabe leukozytarer Zellen, die zumindest T-Zel- 
len enthalten, und Kultivierung des Zellgemisches zur 
Stimulation der gegen das gewiinschte Antigen gerich- 
teten T-Zellen; 

(g) wahlweise Aufreinigung und Isolierung der stimu- 
lierten T-Zellen. 

In einer Ausgestaltung dieses Verfahrens werden im 
Schritt (a) APC aus einem Spender A zugegeben und im 
Schritt (f) allogene, leukozytare Zellen aus einem anderen 
Spender B, welcher syngen fur mindestens ein entsprechen- 
des, der Antigenprasentation dienendes MHC-Molekul mit 
dem Spender A der APC isL 

In einer weiteren Ausfuhrungsform konnen die im Schritt 
(a) verwendeten antigenprasentierenden Zellen vom glei- 
chen Spender wie die leukozytaren Zellen im Schritt (f) 
stammen. 

Es ist nicht zwingend notwendig, die oben genannten 
Schritte in der aufgefuhrten Reihenfolge durchzufuhrem Es 
ist auch moglich, die Reihenfolge dieser Schritte zu variie- 
ren, wobei sie weiterhin zu der gewiinschten Stimulation 
von T-Zellen mit der erstrebten Antigenspezifitat fuhren. 
Beispielsweise kann der Schritt (b) erst unmittelbar vor dem 
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'on der Erfindung ab- 



Schritt (e) durchgefuhrt werden, 
zuweichen. 

Nachfolgend wird eine weitere Ausgestaltung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens beschrieben, das die nachfolgen- 
den Schritte umfaBt und ebenfalls zu der angestrebten Sti- 
mulation von T-Zellen mit gewiinschter Antigenspezifitat 
fuhrt; 



(a) Einfuhren von Immortalisierungs-Genen in anti- 
genprasentieieode Zellen (APC) in solcher Weise, daB 
zumindest die Expression und/oder Funktion zumin- 
dest eines dieser Gene regulierbar ist, urn kooditional 
immortalisierte antigenprasentierende Zellen zu erhal- 
ten; 

(b) Einfuhren eines fiir das gewunschte Antigen kodie- 
renden Gens in die im Schritt (a) erhaltenen irnmortali- 
sierten Zellen in solcher Vfeise, dafi das Antigen zu- 
mindest auch nach dem Stop der Expression und/oder 
der Aufhebung der Funktion zumindest eines der Im- 
mortalisierungsgene exprimierbar ist; 

(c) Expansion der irnmortalisierten antigenprasentie- 
renden Zellen durch Expression der Inunortalisie- 
rungsgene und/oder durch funktionelle Aktivierung der 
Immortalisierungsgene; 

(d) Zugabe leukozytarer Zellen, die zumindest T-Zel- 
len enmalten, zu einem ersten Teil (Aliquot) der aus 
den Schritten (a) bis (c) erhaltenen irnmortalisierten, 
das gewunschte Antigen exprimierenden Zellen und 
Kulti vierung des Zellgemisches zur Stimulation der ge- 
gen das gewiinschte Antigen gerichteten T-Zellen; 

(e) Beendigung der Proliferation des zweiten Teils der 
aus den Schritten (a) bis (c) erhaltenen APC durch Stop 
der Expression und/oder durch Aufhebung der Funk- 
tion zumindest eines der fiir die Immortalisierung not- 
wendigen regulierbaren Gene; 

(f) Ko-Kultivierung der antigenprasentierenden Zellen 
nach dem Stop der Expression und/oder der Aufhebung 
der Funktion zumindest eines der regulierbaren Irmnor- 
talisierungsgene aus (e) mit den im Schritt (d) stimu- 
lierten T-Zellen zur Restimulation der gegen das ge- 
wiinschte Antigen gerichteten T-Zellen; und 

(g) wahlweise Aufreinigung und Isolierung der stirnu- 
lierten T-Zellen. 



Dieses zuletzt genannte Verrahren wird als Verfahren Nr. 
2 bezeichnet Das Verfahren 2 kann wie folgt ausgestaltet 
werden; 

Im Schritt (a) weiden APC aus einem Spender A zugegeben 
und im Schritt (d) allogene, leukozytare Zellen aus einem 
anderen Spender B, welcher syngen fiir mindestens ein ent- 
sprechendes, der Antigenprasentation dienendes MHC-Mo- 
lekui mit dem Spender A der APC ist 

In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung stam- 
men die im Schritt (a) verwendeten APC des \erfahrens Nr. 
2 vom gleichen Spender wie die leukozytaren Zellen irri 
Schritt (d). 

We bereits fur das Verfahren 1 beschrieben, ist es auch 
bei der Verf ahrensfuhrung Nr. 2 nicht zwingend notwendig, 
die Verfahrensschritte (a) bis (g) in der angegebenen Rei- 
henfolge durchzufiihren, sondern fur den Fachmann sind 
auch Abwandlungen ersichtlich, die ebenfalls zur ge- 
wunschten Stimulation antigenspezifischer T-Zellen fuhren. 
Beispielsweise kann der Schritt (b) erst unmitteibar vor dem 
Schritt (d) oder der Schriu (b) je unmitteibar vor den Schrit- 
ten (d) und (f) erfolgen. 

Wie oben bereits ausgefuhrt, umfaBt der in den Ansprii- 
chen verwendete Ausdruck "Stimulation" nicht nur eine In- 
duktion einer T-ZeU-vermittelten Immunantwon, sondern 



auch eine VbrstarkunPKer bereits bestehenden T-Zell ver- 
mittelten Immunantwort oder die Induktion einer Anemie in 
den stimuli erten T-Zellen. 

ErfindungsgemaB werden antigenprasentierende ZeUen 
5 nachfolgend kurz als "APC" bezeichnet, konditional immor- 
talisiert, so dafi zumindest die Expression und/oder die 
Funktion eines der zur Immonalisierung notwendigen Gene 
regulierbar ist. Als APC konnen beliebige, dem Fachmann 
bekannte antigenprasentierende Zellen eingesetzt werden, 
10 die befahigt sind, ein Antigen so zu prasentieren, daB es von 
T-Zellen erkannt wird. Bevorzugt konnen als antigenprasen- 
tierende Zellen B-Zellen, Makropfaagen, dendritische Zellen 
und/oder Fibroblastenzellen eingesetzt werden, wobei B- 
Zellen besonders bevorzugt sind. 
t5 Unter M Immortalisierungsgene M werden erfindungsgemaB 
solche Gene verstanden, die notwendig sind, urn die anti- 
genprasentierenden Zellen unsterblich zu macben, d. h. de- 
ren funktionelle Expression in geeigneten Zellen entweder 
alleine oder in Kombination mit anderen Faktoren zur unbe- 
20 schrankten Proliferation dieser Zellen fuhrt. 

Bevorzugt werden B-Zellen eingesetzt, die immortahsiert 
wurden, so dafi deren antigenprasentierenden Eigenschaften 
mit der beliebigen Expandierbarkeit dieser Zellen in Kultur 
vereint wird. Die irnmortalisierten, antigenprasentierenden 
25 Zellen, die von beliebigen Spendern starnmen konnen, ste- 
ben damit in unbegienzter Menge fiir die primare und se- 
kundare Stimulation von T-Zellen zur Verfugung. 

Die zur Immortalisierung notwendigen Gene starnmen 
beispielsweise aus dem Epstein-Barr Vims (EBV) oder aus 
30 Adenoviren; es konnen aber zur Immortalisierung auch On- 
cogene eingesetzt werden. Die jeweils mindestens notwen- 
digen Gene zur Immortalisierung der APC sind entweder in 
der Literatur beschrieben oder konnen, ausgehend vom voll- 
standigen Genom beispielsweise eines Virus, durch Deletio- 
ns nen erhalten werden. Die Immortalisierungsgene des EBV 
sind beispielsweise auf mini-EBV-Vektoren vorhanden, die 
bspw. in [111 beschrieben sind. Zur vollstandigen Ofifenba- 
rung wird auf diese Literaturstelle voll inhaltlicfa Bezuz ge- 
nomrnea 

*> Die Gene werden besonders bevorzugt aus den Irnmorta- 
™^f? S ff^- n EBV aus g e wahlt, beispielsweise 

EBNA2-, EBN A3a-, EBNA3b-, EBNA3c- oder LMP-Gene. 

Neben EBV sind z. B. Adenoviren geeignet, um konditio- 
nal immortalisierte APC zu generieren. Von Spitkovsky et 
45 aL [18] wurde gezeigt, daB es moglich ist, Zellen mit dem 
adenovirals ElA-Gen konditional zu immortalisieren, 
wenn dieses Gen an die Hormonbindungs-Domane des 
Ostrogen-Rezeptors fusioniert ist und gieichzeitig c-ras in 
den Zellen exprimiert wird. Zwar wurden von den Autoren 
50 Khroblasten als Zielzellen verwendet, es wurde aber bereits 
vor Jahren gezeigt, dafi Fibroblasten durchaus als APC die- 
Den konnen, wenn man sie mit CD54 und MHC-Molekulen 
transfiziert Somit ware es denkbar, Kbroblasten mit Vekto- 
ren zu transfizieren, welche das El A konditional sowie z B 
55 CD54, HLA-A2.1 und cdk-4 R23C (ein Tumorantigen, wel- 
ches in Kornbination mit HLA-A2 prasentiert wird und in 
diesem FaUe das gewiinschte Antigen darstellen wiirde) ent- 
halten, in Anwesenheit der ElA-Funktion zu expandieren 
und anschliefiend nach Abschalten der ElA-Funktion als 
60 APC fur entspiechende leukozytare Zellen einzusetzen. 

Um die antigenprasentierenden Zellen zu immortalisie- 
ren, konnen auch ti^sformierende Gene wie Oncogene ver- 
wendet werden, Beispielsweise fuhrt die gleichzeitige ttber- 
expression von c-myc und eines anderen Oncogens wie ras 
65 oder abl zur Transformation von Zellen. Beispielsweise 
konnte eines der Oncogene wie das c-myc-Oncogen durch 
ein Antibiotikum wie Tbtracyclin regulierbar gemacht wer- 
den, so daB die konditional immortalisierten, antigenprasen- 
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tierenden Zellen nur in ^Ewesenheit des Antibiotikums, 
& h. in Anweseoheit der myc-Exprcssion, proliferieren. 

ErfindungsgemaB ist zumindest eines der zur Immortali- 
siexung notwendigen Gene, beispielsweise des EBV, in re- 
gulierbarer Form vorhanden. "Regulation" bedeutet, daB die 5 
Expression dieses Gens oder die Funktion dieses Gens so re- 
gulierbar ist, daB durch An- oder Abschalten dieses Gens 
oder der Funktion seines Proteins die Proliferation der anti- 
genprasentierenden Zellen beendet weiden kann. 

Neben der Moglichkeit, die Expression eines zur Immor- 10 
talisierung notwendigen Genes regulierbar zu gestalten, be- 
steht die Moglichkeit, das entsprechende Gen konsdtutiv zu 
exprimieren, jedoch in einer Form, in der die Funktion des 
entstehenden Proteins z. B. durch Hormone regulierbar ist 
Zum Beispiel laBt sich dadurch, daB man ein Fusionsprotein 15 
aus der Hormonhindungsstelle des Ostrogeniezeptors und 
dem gewiinschen immortalisierenden Agens konstitutiv ex- 
prinriert, erreichen, daB nur nach Bindung von Ostrogen an 
den Rezeptorteii des Fusionsproteins dasseibige in den Kem 
transloziert wird und dort die Funktion des immortalisieren- 20 
den Anteils des Fusionsproteins akti v ist 

Als das zur ImmortalLsierung notwendige regulierbare 
Gen des EBV konnen beispielsweise verwendet werden: das 
EBNA2-Gen, Das EBNA3a-Gen, das EBNA3b~Gen, das 
EBNA3c-Gen oder das LMP-Gen. ^ 25 

Die Regulation des regulierbaren Immortalisierungs- 
Gens kann durch beliebige, aus dem Stand der Technik be- 
kannte Methoden erfolgen. Beispielsweise kann vor die fur 
das Gen kodierende TVanskriptionseinheit eine Hormonbin- 
dungsstelle einkiorriert werden, so daB das Genprodukt in 30 
Anwesenheit des Hormons funktionell und in Abwesenheit 
des Hormons nicht funktionell ist. 

AuBer Hormonen sind beispielsweise auch Antibiotikum- 
Bindungsstellen verwendbar. Als Hormon-Bindungsstelle 
kann beispielsweise eine Androgen- oder Ostrogenbin- *5 
dungsstelle verwendet werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform liegt das fur das 
gewiinschte Antigen kodierende Gen auf dem gleichen Vek- 
tor, der die zur Immortalisierung notwendigen Gene tragt, 
wobei wie oben ausgefuhrt, zumindest eines dieser zur Im- 40 
mortalisierung notwendigen Gene in regulierbarer Form 
vorliegen muB. 

Das Einfuhren der zur Immortalisierung notwendigen 
Gene des EBV und das Einfuhren eines fur das gewiinschte 
Antigen kodierenden Gens konnen entweder getrennt yon- 45 
einander oder in einem einzigen Schritt erfolgen, wobei be- 
vorzugt die zur Immortalisierung notwendigen Gene und 
das fur das gewiinschte Antigen kodierende Gen auf einem 
Vektor angeoidnet werden. 

Als Vektoren zum Einfuhren des fur das gewiinschte An- 50 
^ tigen kodierenden Gens konnen beliebige, aus dem Stand 

|vc s ~ der Technik bekannte Vektoren verwendet werden, die ge- 

( % I * O — eignet sind, das gewiinschte Antigen in der iinmortalisier- 
J * ^ ten, anugenprasentierenden Zelle zu exprimieren. Die vor- 

liegendeErfindung wild nachfoigend am Beispiel eines An- S5 
tigens beschrieben, das mit einem von Vaccinia abgeleiteten 
Vektor in die Zelle eingefuhrt wurde. Es sind jedoch auch 
andere Vektoren anwendbar, beispielsweise von EBV, Ade- 
noviral, von Retroviren, von Foamyviren, anderen Poxviren 
als Vaccinia oder von SV40 abgeleitete Vektoren. «> 

In die Vektoren konnen beliebige Antigene einkloniert 
und mit Hilfe dieser Vektoren in die APC eingefuhrt wer- 
den. Mogliche Antigene sind, hier nur beispielhaft aufge- 
zahlt: virale Antigene, beispielsweise das pp65 des huma- 
ncn Zytomegalievirus, oder das EBNA3b des EBV; Tumo- « 
rantigene, beispielsweise p^^-insensitive Mutante der 
cdk4 oder das bcr-abl-Fusionsprotein; bakterielle Antigene, 
beispielsweise Listeriolysin oder Streptolysin oder experi- 



mentell verw91Bete Modelantigene wie Ovalbumin oder 
HuhnereiweiBlysozym. 

Die Expansion der immortalisierten APC erfolgt unter an 
sich bekannten Bedingungen, die in Abhangigkeit von der 
verwendeten antigenprasentierenden Zelle eingestellt wer- 
den. 

Nachdem das fur das gewiinschte Antigen kodierende 
Gen und die zur Immonalisierung notwendigen Gene des 
EBV in die antigenprasentierende Zellen eingefuhrt wurden, 
werden diese expandiert, bis eine ausreichend hohe Zellzahl 
vorliegt Durch Stop der Expression zumindest eines der fur 
die Immortalisierung notwendigen regulierbaren Gene oder 
durch Aufhebung seiner Funktion werden die Proliferation 
und dainit die Expansion der antigenprasentierenden im- 
mortalisierten Zellen gestoppt. Die Expression des Antigens 
wird jedoch fortgesetzt, da diese durch den Stop der Prolife- 
ration nicht beeinfluBt wird. 

Nach Beendigung der Proliferation der immortalisierten, 
antigenprasentierenden Zellen werden leukozytare Zellen, 
die zumindest T-Zellen enthalten, zugegeben, und dieses 
Zellgemisch zur Stimulation der gegen das gewiinschte An- 
tigen gerichteten T-Zellen kultiviert 

Leukozytare Zellen im Sinne dieser Arbeit sind solche, 
die z. B. aus dem peripheren Blut eines Spenders, beispiels- 
weise durch Dichtegram^ntenzentrifugation, besonders be- 
vorzugt bei einer Dichte von 1,077, eingestellt beispiels- 
weise mit Ficoll, angereichert werden konnen. Diese Prapa- 
rationen enthalten neben Monozyten und NK-Zellen vor al- 
lem Lymphozyten, wobei T-Zellen iiberwiegen. Hierunter 
fallen auch periphere, mononukleare Zellen (PBMC), die 
zumindest T-Zellen enthalten. 

Die Kultivierung dieser Zellen zusammen mit den anti- 
genprasentierenden Zellen erfolgt unter an sich bekannten 
Rum'vierungsbedingungen. Bevorzugte Kultivierungsbe- 
dingungen sind in Iscovs modifiziertem Dulbeccos Medium 
(IMDM) oder RFMI1640 mit den iiblichen Zus'atzen wie 
Antibiotika, Interleukin-2 und Serum, in Abhangigkeit vom 
verwendeten Medium. Die Kultur erfolgt iiber einen Zeit- 
raurn, welcher fur das erstrebte Ziel notwendig ist, im allge- 
meinen fur 7 bis 40 Tage. Die induzierten T-Zellen konnen 
durch an sich bekannte Methoden aufgereinigt und isoliert 
werden. Ein Beispiel hierfur ist die Verwendung von Anti- 
korpem, die an magnetische Kugelchen gekoppelt sind. 

Der in der T-Zell-Kultur geiibte Experimentator wird 
nach Ansetzen der Kultur durch tagliche Kontrolle zumin- 
dest in der ens ten Woche der Kultur die optimalen Kulturbe- 
dingungen (11^2-Konzentration, Serum-Konzentration, Re- 
stimulationshaufigkeit) einstellen. Verwendbar sind bei- 
spielsweise die nachfolgenden Medien: 
RPMI+10%FKS+10U/ml EL-2 (Boehringer, Mannheim) + 
Pen/strep +- Amphotericin B sowie CG-Medium (Vitromex, 
ein Medium auf der Basis von IMDM) mit 10 U/ml 11^2, 
5% FKS + Pen/Strep + Amphotericin B. Die Kultur erfolgt 
Dormalerweise fur 7 Tage, bevor das Ergebnis des Experi- 
ments abgelesen wird oder mit frischem Antigen restimu- 
liert wird. 

Durch die erfindungsgemaBen Verfahren werden anugen- 
speziiische, zytotoxische T-Zellen und/oder T-Helferzellen 
und/oder T-Zellen mit Supressor-Eigenschaften induziert, 
bspw. Klasse I-MHC-restringierte, zytotoxische T-Zellen 
und Klasse E-MHC-restringierte T-Helferzellen. Induziert 
werden konnen somit antigenspezifische CD8-positive und/ 
oder CD4-postive T-Zellen mit o^Zeil-Rezeptoren und/ 
oder 75-T-Zell-Rezeptoren. 

Es wird darauf hingewiesen, daB die Einfuhrung des An- 
tigens nicht zwingend vor der Expansion der APC durchge- 
fuhrt werden muB, sondem auch erst unmittelbar vor der In- 
kubation rait den leukozytaren Zellen, beispielsweise bei 
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1 A 

Verwendung von Vaccinia- VektoJ^^rfolgen burin, 

Untcr "leukozytare Zellen" fallen auch periphere, mono- 
nuklearc Zellen (PBMC), die zurrrindest T-Zellen eothalten. 

Vor Zugabe der leukozytaren Zellen werden bevorzugt 
die unmunstimulatorischen Eigenschaften, dex das ge- 
wiinschte Antigen exprimierenden, inimortalisierenden Zel- 
len moduliert. Modulation bedeutet, daB die Fahigkeit der 
anugenprasentierenden Zellen, die Aktivierung von T-Zel- 
len zu bewirken, in der gewiinschten Weise verandert wind. 
Hierbei muB nicht zwingend eine Verbesserung der stimula- 
torischen Fahigkeiten angeslrebt werden, wie dies im Falle 
von B-Zellen (als Basis fur die konditional immortalisierten 
APC), beispielsweise durcb Kultur in Anwesenheit eines 
CD40-Stiinulus, erreichbar ist. Durcb diese Modulation 
konnen beispielsweise auch die inuiiunstimulatorischen Ei- 
genschaften so verandert werden, daB in den T-Zellen eine 
Anergie induziert wird. Hierrur ware eine Bebandlung der 
konditional immortalisierten APC mit Antikorpern nut Spe- 
zifitat fur das kostimulatorische Molekul B7-1/2 geeignet. 

Zum Beispiel konnen vor der Ko-Kultur der konditional 
inunortalisierten, anugenprasentierenden Zellen nut den 
leukozytaren Zellen zur Stimulation der hierin enthaltenen 
T-Zellen die immortalisierten APC durch Kultur in Anwe- 
senheit eines CD40-Stimulus oder in Anwesenheit von Cy- 
tokinen moduliert werden. 

Der CD40-Stimulus kann durch Zugabe von CD40-expri- 
mierenden Feederzellen und Co-Kultivierung der inunorta- 
lisierten, antigenrxasentierenden Zellen und der Feederzel- 
len erbalten werden, oder der CD40-Stimulus kann durch 
Zugabe eines loshchen CD40-Iiganden oder eines anti- 
CD40-Antikorpers erfolgen. 

Die hier verwendeten CD40-Ligand exprimierenden Fee- 
der-Zelleo wurden beschrieben in [16]. 

Die konditional immortalisierten antigenprasentierenden 
Zellen haben nach Inakti vierung (entweder Stop der Expres- 
sion oder Blockierung der Funktion) des fur die Inimortali- 
sierung notwendigen Gens nur eine kurze Lebensdauer. 
Diese kann durch Kultur auf einem CD40-Ligand (CD40L) 
exprimierenden Feederlayer deutlich verlangert werden 
[13]. Bemerkenswerterweise blieb durch die Behandlung 
mit CD40L-exprimierenden Feederzellen auch die stimula- 
torische Kapazitat dieser Zellen fur allogene PBMC erhal- 
ten. Die QXO^xprimierenden FeederzeUen werden mit 
den immortalisierten antigenprasentierenden Zellen ko-kul- 
tiviert. Es ist aber auch moglich, daB der CD40-Stimulus 
durch Zugabe eines loslichen CD40-Liganden oder eines 
anu-OMO-Antikorpers erfolgt. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung wird 
vor Zugabe der leukozytaren Zellen das Wachstum der im- 
mortalisierten APC dauerhaft unterdriickt Diese dauerhafte 
Supression kann beispielsweise durch Zugabe von Mitomy- 
cin C oder durch Bestrahlung erfolgen. 

Nachfolgend wird die Erfindung zunachst nochmals zu- 
samrnengefaBt beschrieben. Dabei wird auf die anliegenden 
Abbildungen Bezug genoromen. Die Abbildungen zeigen: 
Abb. 1: Al-Zellen, aber nicht EREB2-5-Zellen prolife- 
rieren weiter nach Ostrogenentzug. 

Abb. 2: EREB2-5-ZeUen werden nur in Anwesenheit von 
funktionellemEBNA2 durch EBV-spezifische CTL lysiert. 

Abb. 3: Ko-Kultur mit QMOl^exprimierende Feederzel- 
len erhalt die allostimulatorischen Fahigkeiten von EREB2- 
5-Zellen auch in Abwesenheit von Ostrogen. 
^ Abb. 4: Die Lyse von EREB2-5-Zellen durch antigenspe- 
zifische CTL findet auch in Abwesenheit von Ostrogen statt, 
wenn das relevante Antigen konstitutiv zur Expression ee- 
bracht wird. 

Abb. 5: Die allostirnulatorische Kapazitat von EREB2-5- 
Zellen ist abhangig von der Anwesenheit von funktioneUem 
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EBNA2. 

Abb. 6: Die primare Stimulation von allogenen PBMC 
durch EREB2-5-Zellen fuhrt nicht zur Induktion einer Irn- 
munantwort gegen Al-Zellen. 

Ein fur die Imnxxtalisierung durch EBV essentieller Fak- 
tor ist das EBV nukleare Antigen 2 (EBNA2). Bekannt sind 
auch konditional durch EBV immortalisierte B-Zellen, die 
als LCL bezeichnet werden. Dies kann beispielsweise durch 
^Complementation der EBNA2-Deletion des P3HR1 -Virus 
mit einem Fusionsprotein aus EBNA2 und der Hormonbin- 
dungsdomane des Ostrogenrezeptors erreicht werden. Der- 
artige Konstruktionen sind bekannt und werden beispiels- 
weise in [11] beschrieben. Diese als EREB2-5 bezeichnete 
Zellen prolifeneren in Anwesenheit von Ostrogen. In Abwe- 
senheit von Ostrogen ist EBNA2 inaktiv, und die Zellen 
stellen die Proliferation eia Bekannt ist auch, daB durch 
Transfektion von EREB2-5-Zellen mit einem aktivierten c- 
myc-Gen eine von EREB2-5-Zellinie (Al) etabliert werden 
kann, welche auch in Abwesenheit von Ostrogen wachst 
[121 Diese Zellen spiegeln viele Eigenschaften, beispiels- 
weise das Wachstum, die Expression von Oberflachen-Anti- 
genen usw. von Burkitt-Lymphom-Zellen, also Zellen, in 
denen EBV in Form der sogenannten Latenz I persistiert, 
wider: 

Bei den erfindungsgemaB durchgefuhrten \fersuchen 
wurde zunachst die Immunantwort, welche durch die kondi- 
tional immortalisierte lyrnphoblastoide Zeilinie (LCL) 
EREB2-5 und die c-myctransfizierte Tochterzellinie Al aus- 
geidst wird, charakterisiert Hierbei zeigte sich, daB 
EREB2-5-Zellen, welche in Anwesenheit von Ostrogen kul- 
tiviert worden waren, eine starke Immunantwort allogener, 
penpherer, mononuklearer Zellen (FBMQ induzieren, wah- 
rend Al-Zellen, welche in Abwesenheit von Ostrogen kulti- 
viert worden waren, dazu nicht in der Lage sind. Desglei- 
chen wurden Al-Zellen unter diesen Umstanden nicht von 
EBV-spezifischen CTL lysiert, wahrend EREB2-5-Zellen 
sehr wohi lysiert wurden. Wir steUten uns nun die Frage ob 
durch Modulation der EBNA2-Funktion in EREB2-5-Zel- 
len bzw. Al-Zellen die Erkennbarkeit der Zellen durch das 
Immunsystem gesteuert werden kann. 

Durch Wiederherstellen der EBNA2-Funktion in Al-Zel- 
len durch Kultur in Anwesenheit von Ostrogen erlangten 
diese ZeUen ihre inununstimulatorische Kapazitat wieder 
Umgekehrt verloren EREB2-5-Zellen uberraschenderweise 
ihre allostirnulatorische Potenz praktisch vollstandig nach 
viertagiger Kultur in Abwesenheit von Ostrogen. Die Lyse 
von EREB2,5-ZeUen durch CTL mit Spezifit&t fur das 
EBNA2-reguaerte EBV-Antigen LMP2 war nach Ostroge- 
nentzug ebenfalls nicht mehr nachweisbar. Umgekehrt wur- 
den jedoch EREB2-5-Zellen auch in Abwesenheit von 
Ostrogen durch CTL lysiert, wenn das entsprechende Anti- 
gen durch Infektion der ZeUen mit rekombinanten Vaccinia- 
Viren zur Expression gebracht wurde oder die MHC-Mole- 
kiile exogen mit den relevanten Peptiden beladen wurden. In 
diesem Fall war die Lyse der Zellen nur geringrugig redu- 
ziert 

Als APC verwendeten wir B-Zellen, da die Kultur von 
APC, welche sich von B-Zellen ableiten (Tumor-Zellinien 
oder LCL), am einfachsten praktizierbar war. Als Quelle 
dieser B-Zellen diente Nabelschnurblut eines gesunden Kin- 
des, aus welchem die darin enthaltenen, leukozytaren Zel- 
len, hier PBMC, gewonnen wurden. Der HLA-Hapiotyp des 
Spenders der PBMC war (A11.28; B7,49; Cw7; DRw6,7; 
DQwl^). Als Immortalisierungsgene verwendeten wir die 
entsprechenden Gene des EBV, die B-ZeUen wurden ko-in- 
fiziert mit dem P3KR1 -Virus und einem Mini -EBV. welches 
das EBNA2-Gen fusioniert an den Ostrogenrezeptor zur Ex- 
pression bringt. Diese Vektoren sind in Kempkes et al. (EM- 
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BOJ 14 " 88) beschrieben^iierdurch wurde eneicht, daB 
durch das P3HR1-Virus (ein EBV des Typs E) allc Immor- 
talisicrungsgene des EBV in die Zellen eingebracht wurden, 
mil Ausnahrae des EBNA^Gens, fur das eine Deletion in 
diesem Virusstamm vorliegt Dieses Gen wurde durch die 5 
Fusion an den Ostrogenrezeptor in seiner Funktion reguher- 
bar: Nur in Anwesenheit von Ostrogen ira Kulturmedium ist 
dieEBNA2^Funktion akliv. Daher proiiferieren diese kondi- 
tional immortalisierten LCL nur in Anwesenheit von Ostro- 
gen Da die Expression wesentlicher Gene des EBV durch 10 
EBNA2 gesteuert wird, ist in diesen LCL nach Abschaltung 
der EBNA2-Funktion auch die Expression anderer EBV- 
Gene herunterreguliert. Diese Zellen wurden EREB2-5 ge- 
nannt (fur Estroeen-Rezeptor/EBNA2-Klon 5) und in An- 
wesenheit von Ostrogen expandiert. Die Proliferation, ais 15 
MeBparameter fur die Expansion wird in Bild 1 gezeigt. 
Hier wird auch demonstriert, daB die Proliferation nach 
Ostrogenentzug, sprich Inaktivierung des regulierbaren Im- 
mortalisierungs- Genes, unterbleibt. 

Als Antigene wurden von uns insbesondere das EB- 20 
NA3b-Gen des EBV-Typs 1 verwendet. Da sich die Sequenz 
des EBNA3b-Genes zwischen dem EBV-Typ-H, welcher fur 
die ImmortaHsierung verwendet wurde (P3HRI), und dem 
Typ I stark unterscheidet, handelt es sich bei diesem Antigen 
urn ein solches, welches nur nach kunstlichem Einfuhren in 25 
die Zellen exprimiert wird. Als Vektor zum Einbnngen des 
Antigens wurden rekombinante Vaccinia- Viren verwendet. 
Diese Vektoren wurden beschrieben in [17]. 

Es zeigte sich hierbei, daB EREB2-5-Zellen nach dem 
Einbringen von EBNA3b mittels Vaccinia- Virus von CTL 30 
mil Spezifitat fur dieses Antigen erfolgreich iysiert wurden. 
Diese Lyse erfolgte auch nach Abschaltung der EBNA2- 
Funktion durch Ostrogenentzug (Bid 4). Die verwendeten 
CTL waren syngen fur das HLA-All-Allel mil den als Zfel- 
zellen emgesetzten EREB2-5, stammten aber von unyer- *5 
wandten Spendem, so daB sie als (semi-)allogene T-Zellen 
bezeichnet werden konnen. Bei den verwendeten T-Zellen 
handelt es sich urn T-Zellen, welche bereits fruher durch Ko- 
Kultur mit EBV-positiven Zellen aus den Spendem der T- 
Zellen etabliert worden waren. Somit liegt hier eine Rest> 40 
mulation der T-Zellen mit allogenen LCL, die syngen fur ein 
der Antigenprasentation dieoendes HLA-Molekiil (in die- 
sem Falle HLA-A11) sind, vor. CTL sind offensichtlich 
durch die verwendeten LCL gut stimulierbar, es lassen sich 
aber im Prinzip auch durch bereits geschilderte Ab'anderun- 45 
gen probtemlos auch T-Helferzellen stimuUeren. DaB LCL 
hierzu im Prinzip in der Lage sind, zeigt sich darin, daB sich 
bei Verwendung von EREB2-5-Zellen zur Stimulation allo- 
reaktiver Zellen neben CD8-positiven (CTL) auch CD4-po- 
sitive (T-Helferzellen) mittels Iramunfluoreszenz in den sti- 50 
mulierten Zellen nachweisen lassen. (Daten nicht gezeigt; 
die hierfur durchgefuhrte FACS (Ruorescence activated cell 
scanner)-Analyse wurde mit Methoden durchgefuhrt, wie 
sie in der literaturstelle 15 beschrieben wurden.) Die Lyse 
von EREB2-5-Zellen durch CTL mit Spezifitat fur ein And- 55 
gen, welches unter Kontrolle von EBNA2 exprimiert wurde 
(LMP2), fand nur in Anwesenheit der EBNA2rFunktioo 
start (Bfld 2). Somit konnte gezeigt werden, daB nach Ab- 
schaltung der EBNA2-Funktion und damit Aufhebung der 
Imrnortalisation die Immunantwort gegen das immortalisie- «> 
rende Agens stark reduziert ist, was letztlich der wesentlicbe 
Vorteil der Verwendung konditional immortalisierter Zellen 
gegenuber klassischen immortalisierten APC fur den Ein- 
satz als APC zur T-ZeUstimulation ist. 

Die weiteren Versuche wurden durchgefuhrt, mdem als 65 
APC EREB2-5-Zellen ohne weiteres Einbringen eines Anti- 
gens als Stimulatorzellen far allogene PBMC verwendet 
werden Hier dienten die allseits vorhandenen Alloaniigene 
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(vor allem def^RSgene HLA) als Antigen. 

Durch die Ko-Kultur von EREB2^5-Zellen mk den 
PBMC allogener Spender wurden die in diesen PBMC ent- 
haltenen T-Zellen stimuliert und begannen zu proiiferieren 
(Bfld 5). Hierbei zeigte sich, daB die Proliferation nach Ab- 
schaltung der EBNA2-Funktion deutlich reduziert war. Urn 
die hiimunstimulatorische Potenz der EREB2-5-Zellen zu 
restaurieren, wurden diese fur 4 Tage nach Abschaltung der 
EBNA2-Punktion auf einem CT40-Ligand-exprimierenden 
Hbroblasten-Feederlayer kultiviert und anschtieBend als 
APC eingesetzt. Durch diese Behandlung lieB sich die sti- 
mulatorische Potenz wiederherstellen (Bild 3). Aus der Be- 
obachtung, daB EREB2-5-Zellen in Anwesenheit der 
EBNA2-Funktion eine gute stimulatorische Potenz fur 
PBMC (Bild 5) und klonierte T-Zellen (Bild 5) tragen, in 
Abwesenheit der EBNA2-Funktion jedoch nur fur bereits 
geprimte T-Zellen als APC dienlich sind (Bild 4), folgt, daB 
als alternative Ausfurirungsformdas erfindungsgemaBe Ver- 
fahien nach Anspruch 2 durchfuhrbar ist Die einzelnen 
Schritte dieses Anspruchs 2 wurden bereits oben beschrie- 

^Die Aufreinigung der T-Zellen konnte z. B. mittels FACS 

erfolgen. _ 

Nachfolgend werden die oben beschnebenen Bxpen- 
mente, die zu den erfindungsgemaBen Verf ahren gefuhrt ha- 
ben, genauer beschrieben. 

Als antigenprasentierende Zellen wurden B-Zellen ver- 
wendet. Unter den in die antigenprasentierende Zellen ein- 
gefuhrten, zur Immortalisierung notwendigen Gene des 
EBV wurde das EBNA2-Gen durch eine Ostrogenbmdungs- 
ctomane regulierbar gemacht. Hierbei handelt es sich nur urn 
eine mogliche Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Ver- 
fahren. Wie oben bereits ausgefuhrt, sind auch andere Aus- 
gestaltungen moglich, die im Bereich des fachmannischen 
Konnens eines auf dem immunologischen Gebiet arbei ten- 
den Wissenschaftlers liegen. 



1 . Einsatz koziditional EBV-immortalisierter LCL zur T- 
Zell-Aktivierung nach Abschaltung von EBNA2 und CD40- 
Stimulation 

Bei dieser Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens werden an einem Spender der LCL konditional immor- 
talisierte LCL generiert und als antigenprasentierende Zel- 
len eingesetzt In diesen LCL wird das gewunschte Antigen 
zur Expression gebracht. 

Die so erhaltenen LCL werden dann in Anwesenheit von 
Ostrogen expandiert. Nach Ostrogenentzug werden diese 
LCL ihre Proliferation einstellen (Abb. 1) und gleichzeitig 
ihre Fahigkeit zur Stimulation von CTL mit Spezifitat fur 
EBNA2-regulierte EBV-kodierte Antigene verlieren (Abb. 
2). Da jedoch das Wunschantigen von einem auch nach 
Ostrogenentzug aktiven Promotor exprimiert wird und die 
immunstimulatorische Kapazitat dieser Zellen nach Ko- 
Kultur mit CD40L-exprierenden FeederzeUen erhaiten 
bleibt (Abb. 3), sieht diese Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgem'aBen Verfahrens vor, die LCL nach Ostrogenent- 
zug in Anwesenheit solcher FeederzeUen oder eines anderen 
CD40-Stimulus (losticher ligand, Antikorper) zu kultivie- 
ren. Nach einigen Tagen werden dann PBMC des Patienten 
zugegeben und die aktivierten T-Zellen mit den iiblichen 
Standardmethoden kultiviert. 

Unser Verfahren ist optimiert fur die Generierung Klasse- 
I-restingierter CTL. Die heute bereits bekannten Verfahren, 
endogene Antigene in den Klasse-II-Weg der Antigenpro- 
zessierung einzuschleusen (Fusion des Antigens nut den 
sog. CUP-Peptiden, Sekretion des Antigens), bieten jedoch 
die Moglichkeit, dieselben konditionalen LCL fur die Gene- 



11 



DE 197 40 571 CI 



nerung CD4-positiver T-HelferzeB^frh) einzusetzen. 

Das voislehcnd beschriebene Verfahren ist deshalb zur 
Generierung von CTL optiraiert, weil das gewunschte Anti- 
gen in erster Linie endogen exprimiert werden soil, so daB 
der Klasse I- Weg der Antigen-Prozessierung angesprocheo 
wird Um T-Helferzelleo zu induzieren, ist die Einschleu- 
sung des Antigens in den Klasse II- Weg (auch als exogener 
Weg bezeichnet) notig. Dies ist mit den heute bekannteo 
Verfahren mdglich uber a) Fusion des Antigens an Signal- 
peptide, welche die sektretion des Antigens ermoglichen, so 
daB das Antigen aus der Zelle hinaus geiangt, von wo aus es 
dann in den exogenen Weg der Prozessierung gelangen 
kann; b) Fusion des Antigens an Peptide (sog. CLIP), wel- 
che aus der Klasse-II-assoziierten, invarianten Kette (E) 
stammen und welche die neu syntfaetisierten Klasse-H-Mo- 
lekule normalerweise in ein Kompartiment dirigieren, in 
dem die Assoziation mit antigenen I^ptiden erfolgt Hler- 
durch wird erreicht, dafi das Antigen denselben Weg im In- 
neren der Zelle nimmt, den normalerweise ieere Xlasse-II- 
Molekule nehmen; c) Zugabe des Antigens von auBeiL 
Diese Methode setzt allerdings voraus, daB man das Antigen 
oder anligene Peptide in halbwegs reiner form synthetisie- 
ren oder aus Naturprodukten isolieren kann. 
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A. Einsatz allogener HBTtionai EB V-irjimortalisierter LCL 
zur T-Zell-Aktivierung nacta Abschaltung von EBNA2 

(a) Ein-Schritt- Verfahren 



2. Einsatz konditional EB V-immortalisierter LCL zur Reak- 
tivierung einerbereits bestehenden T-ZeU-Aktivierung nach 

Abschaltung von EBNA2 

Diese Modifikation des oben beschriebenen Verfahrens 
kann angewendet weiden, wenn bereits voraktivierte T-Zel- 
len in einem Patienten vorliegen. Dies wird fur zahlreiche 
Erkrankungen durch die hohe Frequenz, mit der in- vitro an- 
tigenspezifische T-Zellen aus solchen Patienten etablierbar 
sind, nahegelegt Hierzu werden wie unter 1. konditionale 
LCLdes Patienten etablierL AnschlieBend wird diesen Zel- 
len Ostrogen entzogen und diese Zellen mit den PBMC des 
Patienten inkubiert. Unter diesen Umstanden ist eine Akti- 
vierung vorher geprimter antigenspezifischer CTL moglich 
(Abb. 4). Die gewonnenen CTL konnen dann mit Standard- 
methoden expandiert werden. 

Dieses oben beschriebene \ferfahren ist auch als Ausge- 
staltung des unter 1. beschriebenen Verfahrens einsetzbar, 
da zur Expansion der T-Zellen eine regelmaBige Restimuia-' 
tion der Zellen i.a. wiinschenswert ist. Fiir die Restimulation 
der Zellen kann immer das unter 2. beschriebene Verfahren 
eingesetzt werden. Dies hat den groBen \forteiL daB kein 
CD40Lbendtigtwird. 

3. Einsatz konditional EB V-immortalisierter LCL zur T- 
ZeU-Aktivierung nach Abschaltung von EBNA2 in einem 

Zwei-Schritt- Verfahren 



Diese Ausfuhrungsform unterscheidet sich in einem we- 
sentlichen Schritt von den Ausgestaltungen 1-3: 
In einer Vorbereitungsphase werden konditional immortali- 
sierte LCL von Spendem hergestellt, welche das ge- 
10 wunschte Antigen exprimieren. Diese LCL werden nach 
Abschalten von EBNA2 als APC fur die PBMC eines Spen- 
ders ^ eingesetzt, welcher syngen fur ein entsprechendes 
MHC-Molekiil mit dem Spender der LCL ist Dies bedeuteL 
daB beispieisweise die PBMC eines HLA-A2-positiven 
u Spenders mit den LCL eines ebenfalls A2-positiven Spen- 
ders inkubiert werden. Hierbei werden nur die bereits in- 
vivo geprimten A2-restringierten T-Zellen mit der ge- 
wiinschten Spezifitat expandiert. EBV-spezifische T-Zellen 
werden aus den bereits genannten Grunden nicht aktiviert 
20 Der wesentliche Punkt hierbei ist, dafi unter diesen Bedin- 
gungen aUospezifische T-Zellen ebenfalls nicht aktiviert 
werden (Abb. 5). Somit ist eine Aktivierung antigenspezifi- 
scher T-Zellen durch allogene LCL moglich. Die Bedeutune 
dieses Verfahrens liegt insbesondere darin, daB im Falle des 
25 therapeutischen Einsatzes von T-Zellen nicht erst LCL des 
Patienten indi viduell etabliert werden miissen, so daB fur die 
Therapie wertvolle Zeit gewonnen wird. 
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(b) Zwei-Schritt- Verfahren 



Diese Ausgestaltung des erfindungsgemaBen \ferfahrens 
sieht vor, ausgehend von denselben konditional immortali- 
sierten LCL diese in einem ersten Schritt in Anwesenheit 
von Ostrogen mit den PBMC des Patienten zu inkubieren. 
Hierbei werden neben den gewunschten antigenspezifischea 
T-Zellen auch EBV-spezifische T-Zellen aktiviert Anschlie- 
Bend werden fur die Restimulation die LCL in Abwesenheit 
von Ostrogen kultiviert. Hierbei werden die antigenspezin- 
schen T-Zeiien restimuiiert (Abb. 4), die EBV-spezifischen 
T-Zellen jedoch nicht (Abb. 2). 



Dieses Verfahren bedient sich ebenfalls allogener kondi- 
tional immortalisierter LCL. Da das unter 4a geschilderte 
Verfahren nur zur Aktivierung geprimter T-Zellen tauglich 
ist, sieht diese Modifikation des Verfahrens vor, in einem er- 
*5 sten Schritt eine Aktivierung der allogenen T-ZeUen mit 
LCL in Anwesenheit der EBNA2-Funktion durchzufuhren 
imt anschHeBender Restimulation der Zellen in Abwesen- 
heit von Ostrogen. Die zugrundeliegenden Mecharrismen 
wurden bereits unter Punkt 3 erortert. Wesentlich ist, daB ne- 
40 ben der EBV-spezifischen T-ZeUaktivierung die Allostimu- 
lation durch LCL nach Abschaltung von EBNA2 ebenfalls 
reduziert ist T-Zellen, welche mit EREB2-5-Zellen als Al- 
loantigen stimuliert wurden, zeigen keine Proliferation nach 
Restimulation mit Al, was zeigt, daB die fehlende Allosti- 
45 mulation durch LCL in Abwesenheit der EBNA2-Funktion 
nicht durch Priming der T-Zellen in Anwesenheit der 
EBNA2-Funktion uberkommen weiden kann (Abb, 6). 

Kommt es, wider Erwarten, unter diesen Bedingungen zu 
emer meBbaren AUostimulation, so bietet sich an, zur Res ti- 
50 mulation konditional immortalisierte LCL einzusetzen, die 
das gleiche gewunschte Antigen exrximieren, aber von e'iner 
dntten Person stammen und (rait Ausnahme der auch bei 
dem zu immunisierenden Patienten vorliegenden und zur 
Antigenprasentation benotigten HLA-Molekiile) andere 
55 HLA-AHele exprimieren als die zur Primaretimulation ver- 
wendeten LCL. Die in der Primarctimulation aktivierten al- 
lospezifischen T-Zellen soUten somit in der Sekundarstimu- 
lation nicht aktiviert werden, da die relevanten Alloantigene 
auf den hierbei eingesetzten LCL fehlen. 
«> Die Einsatzmoglichkeiten fur T-Zell-Iinien und -Klone, 
welche mit einem der erfindungsgemaBen Verfahren eta- 
bliert wurden, liegen einerseits in der immunologischen 
Grundlagenforschung, andererseits aber auch und gerade in 
dem adaptiven Transfer solcher ZeUen in Patienten zur tfae- 
65 rapeutiscben Modulation des Krankheitsverlaufs. 

Die durch das erfindungsgemaB in vitro- Verfahren indu- 
zierten T-Zellen konnen waMweise aufgereinigt und isoiiert 
werden. Sie wurden dann in den Patienten zur therapeuti- 
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schen Anwendung, beispieHfeise zur Tumortherapie oder 
zur Bekampfung viraler Infektionen wie der nach Knochen- 
marktransplantationeo gefurchteten ZytomegaUe-Virus-In- 
fektion, adoptiv transferiert. 

ErfindungsgemaB werden somit konditional immortab- 5 
sierte, antigenprasentierende Zellen zur Stimulierung unm- 
unkompetenter T-Zellen eingesetzt. Es wurde erfindungsge- 
ma£ uberraschend festgestellt, daJ3 nach Abschaltung der 
irnmortalisierenden Funktion, beispielsweise durch Ab- 
schaltung des EBNA2-Proteins, auch die irnmunstimulaton- 10 
sche Eigcnschaft der andgenprasenlierenden Zellen fur un- 
geprimte, also noch nicht zuvor fur das Wunschantigen sti- 
mulierte T-Zellen nahezu voustandig verschwindet Des 
weiteren wurde uberraschend gefunden, daB eine Stimula- 
tion uber die Interaktion von CD40 mit seinem Liganden die 15 
immunologische Erkennbarkeit der antigenprasentierenden 
Zellen fur ungeprimte T-ZeLlen wiederherstellbar ist. 
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AUgemeine Angaben zur Methodik 



20 



DieDurchfuhrung des 3 H-Inkorporations- Assays und des 
51 Cr-Preisetzungs- / Ifests erfolgte nach Standardverfahren, 
wie sie z. B. in [14, 15] geschildert sind. Die Durchfuhrung 
des "Cell proliferation ELISA" der Firma Boehringer er- 
folgte entsprechend den Angaben des Hers tellers. Die Infek- 25 
don von Zellen mit rekombinanten Vaccinia- Viren erfolgte 
bei einer moi (multiplicity of infection) von 10 : 1. Hierzu 
wurden die Zielzeilen (500000) in 10 ml-Rohrchen abzen- 
trifugiert und das Pellet mit dem Virushaltigen Uberstand 
fur 1,25 h inkubiert, wobei zwischendurch geschiittelt 30 
wurde. AnschlieBend wurden 2 ml Kulturmedium hinzuge- 
fugt und das Rohrchen tiber Nacht im Brutschrank gelagert 
und anschlieBend so weiterbehandelt wie dies fur Zelzellen 
fur den 5l Cr-Freisetzungstest iiblich ist 

Nachfolgend wird ein moglicher therapeudscher Einsatz 35 
der vorliegenden Erfindung bescbrieben. 

Ein Patient hat eine Chronisch-Myeloische Leukamie mit 
Expression des Bcr-Abl Pusionsproteins. Dieses Fusions- 
protein stellt nicht nur das unseres Wissens nach fur die 
Leukamieentstehung verantwortiiche Agens dar, sondem ist 40 
auch ein tumorspezifisches Antigen, da die durch die Fusion 
entstandene Aminosauresequenz nur in den Turnorzellen 
expriiniert wird. Die Existenz von T-Zellen, welche spezi- 
fisch diese Fusionsstelle erkennen, wurde bereits beschne- 
ben. Vor der Knocherjrnarktransplantadon werden vom Pa- 45 
tienten und vom Spender periphere mononukleare Zellen 
aus dem peripheren Blut entnommen und die B-Lymptaozy- 
ten mit EBV konditional immortalisiert. Ausgehend von 
diesen Zellen werden zusatzlich Zellinien hergestellt, die 
mit Bcr-Abl transfiziert wurden und das Bcr-Abl Fusions- 50 
protein exprirnieren. Die konditional immortalisierten, Bcr- 
Abl exprimierenden Zellen des Patienten werden nach Hor- 
monentzug als andgenprasentierende Zellen zur Stimulation 
der T-ZeUen des Spenders eingesetzt. Die Spezifitat der ge- 
wonnen T-Zellen wird mit Hilfe der konditional immortali- 55 
sierten normalen sowie der Bcr-Abl exrjrimierenden Zellen 
des Patienten und des Spenders untersucht T-Zeilen, die das 
Bcr-Abl Fusionsprotein in Kombination mit HLA-Moleku- 
len des Empfangers erkennen, werden in vitro expandiert 
und dem Patienten im Falle eines Rezidivs bzw. einer Bla- «> 
stenkrise reinfundiert. Durch die T-Zellen mit definierter 
Spezifitat werden dieTumorzelieo abgetotet und der Patient 
geheilt 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Stimulation von T-Zellen mit ge- 
wunschter Antigenspezifitat mit den nachfolgenden 15 
Schritten: 

(a) Emfuhren von Immortalisierungs-Genen in 
anugenprasentieiende Zellen (APQ in solcher 
Weise, daB zumindest die Expression und/oder 
Funktion zumindest eines dieser Gene regulierbar 20 
ist, um konditional immortalisierte antigenprasen- 
tierende Zellen zu erhalten; 

(b) Einfuhren eines fur das gewiinschte Antigen 
kodierenden Gens in die im Schritt (a) erhaltenen 
immortalisierten Zellen in solcher Weise, daB das 25 
Antigen zumindest auch nach dem Stop der Ex- 
pression und/oder der Aufhebung der Funktion 
zumindest eines der Immortalisierungsgene expri- 
mierbar ist; 

(c) Expansion der immortalisierten antigenpra- 30 
sentierenden Zellen dutch Expression der Immor- 
talisierungsgene und/oder durch funktionelle Ak- 
tivierung der Immortalisierungsgene; 

(d) Beendigung der Proliferation der immortali- 
sierten antigenprasentierenden Zellen durch Stop ss 
der Expression und/oder durch Aufhebung der 
Funktion zumindest eines der regulierbaren Im- 
mortalisierungsgene; 

(e) fortgesetzte Expression des Antigens; 

(f) Zugabe leukozytarer Zellen, die zumindest T- 40 
Zellen enthalten, und Kultivierung des Zellgemi- 
sches zur Stimulation der gegen das gewiinschte 
Antigen gerichteten T-Zellen; 

(g) wahlweise Aufreinigung und Isolierung der 
stimulierten T-Zellen. 45 

2. Verfahren zur Stimulation von T-Zellen mit ge- 
wunschter Antigenspezifitat mit den nachfolgenden 
Schritten: 

(a) Einfuhren von Immortalisierungs-Genen in 
antigenprasentierende Zellen (APC) in solcher 50 
Weise, daB zumindest die Expression und/oder 
Funktion zumindest eines dieser Gene regulierbar 
ist, um konditional immortalisierte antigenprasen- 
tierende Zellen zu erhalten; 

(b) Einfuhren eines fur das gewiinschte Antigen 55 
kodierenden Gens in die im Schritt (a) erhaltenen 
immortalisierten Zellen in solcher Weise, daB das 
Antigen zumindest auch nach dem Stop der Ex- 
pression und/oder der Aufhebung der Funktion 
zumindest eines der Immortalisierungsgene expri- 60 
mierbar ist; 

(c) Expansion der immortalisierten antigenpra- 
sentierenden Zellen durch Expression der Immor- 
talisierungsgene und/oder durch funktionelle Ak- 
tivierung der Immortalisierungsgene; 65 

(d) Zugabe leukozytarer Zellen, die zumindest T- 
Zellen enthalten, zu einem ersten Tbil (Aliquot) 
der aus den Schritten (a) bis (c) erhaltenen immor- 
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talisjerten 5 ^P|ewunschte Antigen exprimieren- 
den Zellen und Kulrivierung des Zellgemisches 
zur Stimulation der gegen das gewiinschte Anti- 
gen gerichteten T-Zellen ; 

(e) Beendigung der Proliferation des zweiten 
leils der aus den SchriUen (a) bis (c) erhaltenen, 
antigenprasentierenden Zellen durch Stop der Ex- 
pression und/oder durch Aufhebung der Funktion 
zumindest eines der fur die Immortalisierung not- 
wendigen regulierbaren Gene; 
(0 Ko-Kultivierung der antigenprasentierenden 
Zellen nach dem Stop der Expression und/oder 
der Aufhebung der Funktion zumindest eines der 
regulierbaren Immortalisierungsgene aus (e) mit 
den im Schritt (d) stimulierten T-Zellen zurResti- 
mulatioD der gegen das gewiinschte Antigen ge- 
richteten T-Zellen; und " 
(g) wahlweise Auireinigung und Isolierung der 
stimulierten T-Zellen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB im Schritt (a) APC aus einem Spender A zuge- 
geben werden, und im Schritt (f> allogene leukozytare 
Zellen aus einem anderen Spender B eingesetzt wer- 
den, welcher syngen fur mindestens ein entsprechen- 
des, der Antigenprasentation dienendes MHC-Molekiil 
mit dem Spender A der APC ist 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB im Schritt (a) APC aus einem Spender A zuge- 
geben werden, und im Schritt (d) allogene leukozytare 
Zellen aus einem anderen Spender B eingesetzt wer- 
den, welcher syngen fur mindestens ein entsprechen- 
des, der Antigenprasentation dienendes MHC-Molekul 
mit dem Spender A der APC ist 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die im Schritt (a) verwendeten APC voni glei- 
chen Spender wie die leukozytaren Zellen im Schritt (f) 
stammen. 

6\ Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB die im Schritt (a) verwendeten APC vom glei- 
chen Spender wie die leukozytaren Zellen im Schritt 
(d) stammen. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB als 
Immortalisierungsgene Gene des Epstein-Barr Virus 
(EB V), Gene von Adenoviren oder Oncogene verwen- 
det werden. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche dadurch gekennzeichnet, daB als 
Vektoren zum Einfuhren des fur das gewiinschte Anti- 
gen kodierenden Gens in die immortalisierten antigen- 
prasentierenden Zellen von EBV, von Adenoviren, von 
Retroviren, von Foamyviren, Poxviren oder von SV40 
abgeleitete Vektoren verwendet werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB als von EBV-abgeleitete Vektoren mini-EBV- 
Vektoren verwendet werden und/oder als von Poxviren 
abgeleitete Vektoren Vacciniaviren verwendet werden. 

10. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB als 
das regulierbare Immortalisierungsgen des EBV das 
EBNA2-Gen, das EBNA3a-Gen, das EBNA3b-Gen, 
das EBNA3c-Gen oder das LMP-Gen verwendet wird! 

11. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB die 
regulierbaren Immortalisierungsgene durch Hormone 
oder Antibiotika regulierbar sind. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet daB daB als Hormon ein Ostrogen oder ein 
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Androgen verwendet 

13. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Schrittc (a) und (b) gleichzeitig durchgefuhrt werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 5 
net, da!3 der Schritt (b) erst unmittelbar vor dem Schritt 
(e) duichgefiihrt wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Schritt (b) erst unmittelbar vor dem Schritt 
(d) oder der Schritt (b)jeunmittelbar vor den Schritteo L0 
(d)und(f)erfoigt. 

16. Verfahren nach einem oder mehreren der vorner- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das 
fur das gewunschte Antigen kodierende Gen auf dem 
gleichen Vektor angeordnet wird, der die Immortalisie- 15 
rungsgene tragt, wobei zumindest eines dieser Immor- 
talisierungsgene regulierbar ist. 

17. Verfahren nach einem oder mehrereD der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB an- 
tigenspezifische, zytotoxische T-Zellen und/oder T- 20 
HeLfer-Zellen und/oder T-Zellen mit Suppressor-Ei- 
genschaften induziert werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als antigenspezifische zytotoxische T- 
Zellen Klasse I-MHC-restringierte zytotoxische T-Zel- 25 
fen und/oder als T-Helferzelien Klasse n-MHC-restrin- 
gierte T-Helferzellen induziert werden. 

19. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB vor 
Zugabe der leukozy taren Zellen die immunstimulaton- 30 
schen Eigenschaften der das gewunschte Antigen ex- 
primierenden, immortalisierten Zellen moduliert wer- 
den. 

20 Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Modulation durch Kultur in Anwe- 35 
senheit eines CD40-Stimulus oder in Anwesenheit von 
Cytokinen erreicht wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der CD40-Stimulus durch Zugabe von 
CD40-exprimierenden Feeder-Zellen und Co-Kultivie- 40 
rung der immortalisierten antigenprasenu'erenden Zel- 
len und der Feeder-Zellen erhalten wird oder daB der 
CD40-Stimulus durch Zugabe eines loslichen CD40- 
Liganden oder eines anu-CD40-Antik6rpers erfolgt. 

22. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 45 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als 
antigenprasentierende Zellen B-Zellen, Makrophagen, 
dendritische Zellen und/oder Fibroblasten verwendet 
werden. 

23. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 50 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB vor 
Zugabe der leukozytaren Zellen das Wachstum der im- 
mortalisierten, antigenprasentierenden Zellen dauer- 
haft unterdruckt wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB durch Zugabe von Mitomycin C oder 
durch Bestrahlung die Unterdriickung erfolgt 

25. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB T- 
Zellen aus Saugern stimuhert werden, bevorzugt aus 
Mensch undNagetieren. 
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Abb.2: EREB2-5-ZeHen werden nur in Anwesenhdt von fiwkdoncUem EBNA2 durch EBV- 
gpezifische CTL lysiert EREB2^5-ZeHen (2,5 x 10 6 ) wurden Or 4 Tags in An- tew, Abwsenheit von 
.Ostiadiol (Merck, 1 jiM) in 6-well-PIatten in einexn Voiuracn von 5 ml/well knitiviert, 51 Cr-maridcrt mid als 
Zielzellen flir den LMP2-spezffischcn CTL-KIon YKcI4 (Eme fieundliche Gabe von A. Rickinsofl, 
Birmingham, UK) cingesetzt ffierzu warden die ZfelzeUea zosammen mil den CTL bd cinem Effektor zu 
Ztebeliverhaitnis von 5:1 in 96we2I-Spit2ixxknplatten in dnem Vcdnmen von 200^1/wdl inkubiert Nach 4 
Stnndcn wmxtot je wdl 100 pi Obcrstand cntnommea und die ftdBesctz t c Radioaktivitflt wurde nrittds eincs 
Gammazahlers (Cobra AutcHjanuna, LKB) bestimmt Als Kotonnediuxn diente RFMI1640 (Gibco, 
Karlsruhe) + 10 % Fetales KSiber-Serum (Gibco), Penicillin/Streptomycm (Gibco; I0 5 LU/10 5 ng/1) und 
Amphotericin B (Gibco; 750 Mjgfal). 
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802171/253 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 



0 



Nurnmer: 
it CI. 6 : 
roffentlichungstag: 



DE 197 40 57 J CI 
C12N 15/63 

18. Marz1999 



80 
































% 














I 














0 




u — 

+ Ostrogen 


-Ostrogen 



Abb.4: Die Lyie von EREBZ-S-ZeDen dnrch antigewpczifische CTL find* w«5nheit von 

flstroaen statt, wenn das relevante Antigen komtitotrv zur Expression gebracht wird. EREB2-5-Zdlen 
05 x V) warden fur 4 Tage in An- bzw. Abwesenhdt von Ostradiol (luM) to ctaem Volnmen von 5 
idftwU kultrvieit. mit Vaccinia-Viren, seiche das Gen EBNA3B retonAinant ^enlketai ,bei ejner^Ji i von 
10 infiziert (eine freundlichfi Gabe von A. Ricldnson, Birmingham, UK), nach Ob^nadU-Kultur bo 3TC 
* ' oSot und als Zielzeilen fur den EBNA3B-spezifischcn CTL-Klon CMc50 (Erne freui^che Gabe 
von A. Ridtinsoiu Birminghham, UK) eingesetzt ffierzu wurden die Zielzellen zusammen nut den LTL bei 
^EffektorzuZidze^^ 

inbibiert Nach * Stunden wurden je well lOOid Oberstand entnommen and die fiogesetete Hadio&ttwta 
wSt > oben beschrieben, bcsthnmL Als Kultunnedium diente RPMI1640 (Gibco, Karisruhe)+ 10 % 
Sate Kalber-Sernm (Gibco), Pemdain/Streptomycm (Gibco; 10 5 LUJ10 5 pgfl) and Amphotericin B 
(Gibco; 750 ^ml). 
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Abb.5: Die ailostimulatoruche Kapaadtat von EREB2-5-ZelIen ist abhangig von der Anweseaheit von 
AraktioneHem EBNA2. EREB2-5-ZeUcn (2,5 x IO 5 ) warden ffir 4 Tage in An- taw. Abwcscnhdt von 
Ostradiol (luM) in einem Volumen von 5 ml/weli in 6wdl-PIattea knMviert Die Zellen warden mit 
MitomydnC behandett (50og/nu\ 45 nun), drrimal mit PBS gewaschen and als Stimulatorzelkn fie 
lOVwell) ffir PBMC Qe 2xl0 4 /well) vcrsduedener gesnnder Spender eingesetzt Hiazu wmden die 
Stimuiatonzeflen and die PBMC in 96weH-Mikxotiterplatten ffir 6 Tage in einem Volumen von 200iUAveil 
inknbiert. Die Proliferation der PBMC woide mit ffilfe does Tesddts der Rnna Boehringer („CeII 
proliferation ELISA") bestimmt Als Kulturmedium dknte RPMI1640 (Gibco, Karlsruhe) + 10 % Fetales 
Kaiber-Serum (Gibco), Penicillin/Streptomycin (Gtbco; 10 5 I.U./10 3 ug/l) and Amphotericin B (Gibco- 750 
^g/ml). 
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Abb*6: Die primire Stimulation von aUogenen PBMC darch EKEB2-£~ZelIen fflhrt nicfrt zur Indnktion 
einer Immunantwort gegen Al~Zellea PBMC dues gcsundcn Spenders Spender (2xI0 4 /well; Spender MS, 
HLA-Haplotyp^S^^aT^^lJ^RJA EBV-positiv) wurden mit 10 4 MitomyciiiC-behandeltei EREB2-5- 
Zellen (kultiviert in Anwesenheit von I Estradiol fir 4 Tags in eiiam Vdumeavon 5 ml in 6wdl-Katten) 
fur 6 Tage in 96weU-Mikiotiterplatten in einem Volumen von 100 nl/wdl inkubiert Zu diesem Zehpunkt 
wurden fiische MitomycinC-behandelie StinnilatorzeUen Qe 10 4 EREB2-5 Oder Al) oder das gleicbe Volumen 
{100|d) frischen Mediums zugegeben nnd fflr weitere 6 Tage inkcMert. ^H-Thymidin (5,6 kBq) wurdc 
zngegeben and nach weiteren 24 Stnnden wurde der Einbau radioakativen Tbymidins (Ameisham) in (fie DNA 
mittels eines FlOssigszintillationsz^hlcrs (LKB) bestimmt 
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